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1. 略語 
APC：allophycocyanin 
ATLL：adult T-cell leukemia/lymphoma 
BMP6：bone morphogenic protein 6 (BMP6) 
cDNA：complementary DNA 
CGH：comparative genomic hybridization 
CIC：cancer initiating cell 
CSC：cancer stem cell 
DAPI：4’6-diamidino-2-phenylindole 
ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS：fluorescence activated cell sorting 
FBS：fetal bovine serum  
FITC：fluorescein isothiocyanate 
HEPES：4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HGF：hepatocyte growth factor 
HRP：horseradish peroxidase 
HSC：hematopoetic stem cell 
HTLV-I: human T-cell leukemia virus type I 
IHC：immunohistochemistry 
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NOD-SCID： non-obese diabetic/severe combined immunodeficient 
NOG ：NOD/SCID/IL-2Rγnull  
ORF：open reading frame 
PBS(-)：Mg++, Ca++-free phosphate buffered saline 
PCR：polymerase chain reaction 
PE：phycoerythrin 
PBMC：peripheral blood mononuclear cell 
PVDF：polyvinylidene difluoride 
RT-PCR: reverse transcription PCR 
qPCR：quantitative PCR 
shRNA:small hairpin RNA 
siRNA：small interfering RNA 
TSCM：T memory stem cell 
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2. 要旨 
成人T細胞白血病/リンパ腫（ATLL, adult T-cell leukemia/lymphoma）はHTLV-I (human 
T-cell leukemia virus type I)感染に起因する予後不良な血液腫瘍である. ウイルス感染から
ATLL発症までには数十年を要するが, その間の発症, 悪性化の機序については, 未だ不
明な点が多く残されている. 本研究では, 免疫不全 NOG マウスにおける造腫瘍性を指標と
して, ATLL の造腫瘍性亢進に関わる機能分子の同定を試みた.  
ATLL 由来細胞株 ST1 から樹立された ST1 亜株 ST1-N6 は, NOG マウスに累代移植す
ることで得られた造腫瘍性が高い株である. ST1-N6 細胞と親 ST1 細胞に発現する遺伝子に
ついてマイクロアレイを用いて比較解析したところ, 炭酸脱水酵素 CA9(carbonic anhydrase 
IX)の発現が ST1-N6 細胞で著しく増強していた． この結果を基に, ST1 細胞からフローサイ
トメトリーを用いて, CA9 高発現細胞と低発現細胞とをそれぞれ分画し, ST1-CA9high 細胞株
と ST1-CA9low 細胞株を樹立した. これら ST1 亜株を NOG マウスに皮下移植したところ, 
ST1-CA9high 細胞は ST1-CA9low 細胞および親 ST1 細胞と比較して, より高い造腫瘍性を示
した． さらに, CA9 の発現を特異的に抑制する shRNA を ST1-CA9high 細胞に導入すると, 
造腫瘍性が明らかに低下した． また, ST1 細胞ならびに別の ATLL 由来細胞株である
TL-Om1 細胞に対して野生型 CA9 発現ベクターを導入したところ, 両細胞株で造腫瘍性の
増強を認めた．さらに, ST1 細胞ならびに ST1-CA9low 細胞の NOG マウス移植で得られた腫
瘍細胞の CA9 発現を解析したところ, いずれにおいても移植前よりも明らかに発現が上昇
していることが確認できた. 次に, 変異型 CA9 を ST1 細胞へ導入したところ, CA9 酵素活
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性欠失変異型とプロテオグリカン領域欠失変異型はいずれも野生型 CA9 に比べて,造腫瘍
性が低いことが確かめられた. また, 細胞内領域欠失変異型は野生型 CA9 と同様に高い
造腫瘍性を示した. このことから, CA9 酵素活性ならびにプロテオグリカン領域がいずれも
造腫瘍性に関わり, 細胞内領域は造腫瘍性には関与していないことが明らかになった.  
さらに, ATLL 原発腫瘍について CA9 発現を調べたところ, リンパ腫型６例中２例におい
て CA9 発現がん細胞の存在が認められた. また, 血清中 CA9 濃度を測定したところ, 健常
人よりも ATLL 患者において高い傾向がみられた. 
以上のことから, ATLL 由来 ST1 細胞の造腫瘍性に CA9 が深く関わっていることが明らか
であり, ATLL 原発腫瘍における CA9 発現と悪性形質との関連性が示唆された.  
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3. 研究背景 
ATLL は我が国において同定された予後不良な成熟 T 細胞性腫瘍であり[1], また, その
原因ウイルス（HTLV-I）の存在も我が国において初めて報告された疾患である[2]. 世界的
にみても日本の南西部は HTLV-1 キャリアならびに ATLL の好発地域として知られ[3], 我
が国では HTLV-1 キャリア中男性で 6.6%, 女性で 2.1%が ATLL を発症すると報告されてい
る[4]. ATLL は急性型, リンパ腫型, 慢性型, くすぶり型, の 4 型に分けられ, いずれも決
定的な治療法は確立しておらず, 特に急性型とリンパ腫型は予後不良とされる[5, 6]. 
HTLV-I 感染は ATLL の発症に決定的な役割を担うものの, HTLV-I 感染から発症までには
数十年を要し, この間に宿主ゲノムの変異（ジェネティックならびにエピジェネティック）が蓄
積する可能性が推察され, その解析も進められてきた[7, 8]． 例えば, CDKN2A ファミリー
(p15 and p16), p53, Rb, Fas 遺伝子の欠失もしくは変異が ATLL 細胞で同定され, これらの
遺伝子異常と予後との関連では, 特に急激な転化をたどるものほど変異頻度が高いことが
示されている[9-12]. また, BCL11B、CARMA1 の遺伝子増幅がそれぞれ急性型、リンパ腫
型 ATLL においてみられ[13], c-Met 遺伝子の発現上昇が急性型 ATLL においてみられて
いる[14, 15]. 他方, DNA メチル化解析から, CDKN2A や BMP6 におけるエピジェネティック
な変異が悪性度の高い ATLL において認められている[16, 17]. さらに, HTLV-I 感染 T 細
胞および ATLL 細胞においては, IL-2 に起因するテロメラーゼの活性化を誘導する NF-kB, 
JAK/STATおよびPI3K/AKT/mTOR関連のシグナル経路の活性化が報告されている[18]． 
また, ATLL 原発腫瘍では, ポリコーム群分子に関連し発現する miR-31 の発現低下が NF-
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κB活性化を誘導している可能性も示されている[19]. このようにATLLの発症・進展に関わ
る可能性が考えられる遺伝子異常やシグナル異常について多くの知見が得られている.  
 腫瘍の発生・進展あるいは悪性形質に決定的な役割を担うがん幹細胞(CSC)/がん起始
細胞(CIC)の存在は, 免疫不全 NOD/SCID マウスでの造腫瘍性を指標として, 急性骨髄性
白血病（AML）において初めて証明された[20]. その後, 様々なヒトがん腫においても CSC
の存在が報告されている[21]. 今回実験に用いた NOG (NOD/SCID/IL-2Rγnull) マウスも
NOD/SCID マウスと同様に重度な複合型免疫不全を呈するマウスであり, ヒト造血幹細胞移
植によって造血系や免疫系のヒト化マウスとして活用されている[22, 23]. 特に EB ウイルス, 
HIV, HTLV−I ウイルスの感染動物モデルとして, ヒト感染症の研究に利用されているほか, 
すでに大腸, 下咽頭, 胆管, 膵臓などのヒトがん種の CSC 同定に活用されている[24-27].  
ATLL の CSC についても, ATLL 由来細胞および HTLV-I 感染細胞の NOG マウスへの
移植系を用いて検証されているが, 現時点ではその同定には至っていない[28]. 他方, Tax
遺伝子導入 ATLL マウスモデルにおいて, がん幹細胞様分画が認められており[29], また, 
ATLL 細胞株においても IFNαおよび抗がん剤に抵抗性を示す CSC 様細胞分画の存在が
報告されている[30]. さらに, ATLL 由来細胞を上皮細胞と混合培養することによって CSC
マーカーの一つとされる CD44 の発現誘導と NK 細胞活性化を誘導する NKG2 の発現抑制
がみられることが報告されている[31]. また, ATLL 患者の血清中に可溶性 CD44 が検出さ
れ, 急性型 ATLL 患者において高い値を示すことから, ATLL 悪性度との関連が示唆されて
いる[32]. 他方, 興味深いことに, ATLL 原発腫瘍の中に CD45RA+T メモリー幹細胞(TSCM)
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様分画が存在し, この細胞分画が NOG マウスで造腫瘍性を示すことが報告されている[33]. 
これらの報告は ATLL においても悪性形質を有する CSC 様細胞が存在する可能性を示唆
している.  
私が所属する研究グループは, ATLL 由来細胞株 ST1 を NOG マウスに累代移植して樹
立した ST1-N6 細胞が親 ST1 細胞に比べて造腫瘍性において著しく亢進していることをす
でに明らかにしている（山口ら, 論文投稿中）．この点に着目して, 本研究では ST1 細胞と
ST1-N6 細胞間で遺伝子発現の違いを解析し, ST1-N6 細胞に高発現する遺伝子を同定す
ることにより, ATLL の造腫瘍性の亢進に重要な遺伝子およびその機序を明らかにすることと
した. 
9 
 
4. 研究目的 
本研究の目的は, 高造腫瘍性 ATLL 由来細胞株の遺伝子発現プロファイルおよび免疫
不全 NOG マウスにおける造腫瘍性をもとに ATLL の造腫瘍性の亢進に重要な遺伝子を同
定し, 臨床的意義を明らかにすることである.  
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5. 研究方法 
臨床検体 
ATLL 患者および健常人の単核球（PBMCs）検体およびパラフィン包埋切片検体等のヒト
組織の採集に際しては,宮城県立がんセンター倫理委員会の承認(受付番号 27-67)を受け
ると共に, 委員会により定められた利用法の細則に準拠して行った. 研究目的や意義等を
十分に説明した後, インフォームドコンセントが得られた検体のみを使用した.  
 
細胞培養 
本研究で用いた ST1 細胞は山田らが樹立した ATLL 由来細胞株である[34]. ST1-N6, 
ST1-N7, ST1-N8, ST1-N9 細胞は, ST1 細胞を免疫不全 NOG マウスでそれぞれ６〜９代継
代移植することによって樹立した ST1 亜株である(山口ら, 論文投稿中). ST1 細胞および
ST1 亜株細胞の培養は, 10%FBS(Gibco, Grand Island, NY)および penicillin/streptomycin 
(ナカライテスク, 東京, 日本) を添加した RPMI-1640 培地を用いて, 37ºC, 5% CO2 湿潤環
境にて培養した． 培養中の細胞濃度は 1～8×105/mL の範囲に調整した．また, TL-Om1
細胞は菅村らが樹立した ATLL 由来細胞株であり[35], ST1 細胞と同様にして培養した. ま
た, Plat A 細胞は, １０％FBS および penicillin/streptomycin 添加 DMEM 培地を用いて, 
37℃, 5% CO2 湿潤環境にて培養した．   
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低酸素チャンバーにおける細胞培養 
低酸素下での細胞培養は, 細胞数 2×105/mL となるように調整し, 低酸素チャンバー
9000EX（和研薬, 京都, 日本）を用いて 37℃, 1%O2 , 5%CO2 環境下で行った. 経時的に細
胞カウントを行うために, 同一条件の培養フラスコを複数個用意して, 一度細胞カウントに
使用したフラスコは廃棄した. 培養液と等量の 0.4%トリパンブルー溶液（和光, 東京, 日本）
とを混合した後, 血球計算盤（Burker-Turk 型）にて生細胞数を計測した. 
 
NOG マウスの取り扱いおよび造腫瘍性の評価 
NOGマウスは公益財団法人実験動物中央研究所（川崎, 日本）より購入し, １週間以上
の馴化期間を経たマウスを使用した（週齢8〜10週）. 実験動物の扱いや実験方法に関して
は、宮城県立がんセンター実験動物倫理委員会の承認を受けた. 
 細胞をRPMI-1640培地に懸濁し, 実験によっては等量のMatrigel (BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ)と混和し, NOGマウスの両側の皮下に移植した．移植部位あたりの細胞
数は図４Aの実験に関しては１×１０6個（マトリゲル非存在下）で, 図７Hの実験は1×102個
（マトリゲル存在下）, その他の実験は１×１０4個（マトリゲル存在下）で行った. 移植したマウ
スでは約１週間毎に腫瘍径を計測し, 腫瘍体積は次の式で算出した.  
最大径× 最小径 2 /2 
それぞれの検体あたり６ヶ所に移植し, 腫瘍体積の平均値を算出した. 
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マイクロアレイによる遺伝子発現の分析 
対数増殖期の ST1 細胞, ST1-N6 〜 N9 細胞より全 RNA を mirVana miRNA Isolation kit 
(Life Technologies, Carlsbad, CA) によって抽出し, Low Input Quick Amp Labeling kit 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA)にて蛍光標識した. 標識されたプローブを Sure 
Print G3 Human GE 8×60K microarray slide (Agilent Technologies)に滴下し, Agilent 社の
プロトコルに沿ってハイブリダイゼーションを行った． スライドを洗浄後, ハイブリダイズした
プローブの蛍光を Agilent microarray scanner により計測した． データは Feature Extraction 
Software (Agilent Technologies)にて処理したのち, R packages を使用しランクプロダクト法
[36]にて解析を行い, 遺伝子発現の順位付けを行った.  
 
定量 RT-PCR 
全 RNA を RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA)にて抽出した． これを鋳型に
PrimeScript II cDNA synthesis kit (タカラバイオ, 草津, 日本)を用いて cDNA を合成した. 
cDNA をプライマーおよび Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master mix (Agilent 
Technologies) と混合し, PCR 反応を行った(95℃, 3min を 1 サイクル後 95℃5 秒-60℃10
秒を 40 サイクル). PCR 反応, 増幅産物の計測および解析は LC480 II (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany)にて行った． β-actin を内部標準として用いた. 
PCR 反応には以下のプライマーを用いた.  
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CA9 に対しては(5’-CCTTTGCCAGAGTTGACGAG-3’,  
5’-GCAACTGCTCATAGGCACTG-3’),  
β-actin に対しては (5’-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3’,  
5’-CCCGTAGTCAGATAGCTTGATGTTGATGTG-3’) 
 
フローサイトメトリーおよびセルソーティング 
Canto II (BD Biosciences)を用いてフローサイトメトリーの測定を行った． 細胞は 2%FBS
添加 PBS(-)で洗浄し, それぞれの蛍光標識抗体と 4℃で 30 分間反応させ, 再度 2%FBS 添
加 PBS(-)で洗浄し, 解析した． 細胞ソーティングの際は, 2%FBS 添加 PBS(-)で洗浄後, そ
れぞれの蛍光標識抗体を 30 分間室温で反応させ, FACS Aria II (BD Biosciences)を用いて
測定及びソーティングを行った． また, ソーティングの際は比較対象の元株 ST１に関しても
細胞選択を行わずに FACS Aria II に通し, ソーティングした他の細胞とともに次以降の実験
に用いた. 結果は FlowJo software V10（Tree Star, Ashland, OR）を用いて解析した． 使用
した抗体は以下のとおりである． APC 結合マウスモノクローナル抗ヒト CA9 抗体 (R&D 
systems, Minneapolis, MN エピトープ部位：Pro59-Asp414), PE 結合マウスモノクローナル
抗ヒト CD4 抗体 (clone: RPA-T4, BD Pharmingen, San Diego, CA), FITC 結合マウスモノク
ローナル抗ヒト CD25 抗体 (clone: M-A251, BD Pharmingen,San Diego, CA), APC 結合マウ
スモノクローナル抗ヒト CD44 抗体 (clone:G44-26, BD Pharmingen,San Diego, CA), PE 結
合マウスモノクローナル抗ヒト CD45RA 抗体(clone: HI100, BioLegend, San Diego, CA)を目
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的とする抗原の検出に用いた. APC 結合マウス IgG (clone: MOPC-173, BioLegend, San 
Diego, CA) , PE 結合マウス IgG（clone: MOPC-21, BioLegend）, および FITC 結合マウス
IgG (clone: MOPC-21, BioLegend) を Isotype control として用いた． 7-AAD 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)を死細胞の検出に用いた. 
 
ELISA 法による血清および細胞培養液中の CA9 濃度の測定 
細胞培養液中および血清中の CA9 濃度は Quantikine® ELISA kit for Human Carbonic 
Anhydrase IX (R&D systems, Minneapolis, MN)にて行った. 細胞(1×105/mL) を 48 時間
培養し, 培養液を遠心(12,000×g, 5 min at 4ºC)後、その上清を測定に用いた．  
 
レトロウイルスベクターによる遺伝子導入 
野生型ならびに変異型 CA9 の遺伝子発現ベクターを以下のようにして調製した. 先ず, 
ST１細胞の全 RNA を RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA)にて抽出した． これを鋳型と
して PrimeScript II cDNA synthesis kit (タカラバイオ)を用いて cDNA を合成した.  これに
対してヒト CA9 の ORF 配列を KOD Fx polymerase (東洋紡, 大津, 日本)を用いた PCR に
て増幅した. PCR には以下の primer を用いた．  
5'-ATGCGGCCGCACCATGGCTCCCCTGTGCCCCAG-3' および 
5'-ATGCGGCCGCCTAGGCTCCAGTCTCGGCTA-3'である.  
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PCR 反応は, 最初の熱変性は 94ºC, 2 分で行い, その後 98ºC, 10 秒－65ºC, 30 秒－68º
C, 90 秒を 35 サイクルで行った．増幅産物はアガロースゲル電気泳動後 Wizard gel 
purification kit (Promega, Madison, WI)にて精製し, pBluescript II (Stratagene, La Jolla, CA)
の NotI 切断部位にサブクローニングし, pBlue-CA9-35 を得た. シーケンスを確認後, CA9
配列を NotI により切り出し, これを pMXs puro (東京大学北村俊雄先生より供与)の NotI 部
位に挿入し pMXs-CA9 を得た．これを野生型 CA9 発現ベクター（CA9wt）とした. 次に 
CA9 のプロテオグリカン領域に対応する DNA 配列を欠失させるために, 
5'-GGGCAACCTCTGGGGATGGA-3' と 5'-AGGGACAAAGAAGGGGATGA-3' をプラ
イマーとし, pBlue-CA9-35 を鋳型とした PCR を行い, プラスミド全周を増幅した． PCR 反応
には KOD Fx を用い, 反応は最初の熱変性を 94ºC, 5 分間行い, その後 98ºC,10 秒－50º
C, 30 秒－68ºC, 270 秒を 25 サイクル行った． 反応産物をゲル電気泳動後回収し, 
polynucleotide kinase を添加した ligation 反応により末端リン酸化および環状化を行った後, 
大腸菌に導入し, プロテオグリカン領域欠失 CA9cDNA を得た. 同様にして, 細胞内領域
をコードする DNA 配列を欠失させるため, 5'-TCTCATCTGCACAAGGAACG-3', 
5'-GTAGCCGAGACTGGAGCCTAG-3'をプライマーに用いた PCR を行い, 同様のクロー
ニングを行い, 細胞内領域欠失 CA9cDNA を得た. これら変異体の DNA 配列を確認後に,
上記と同様にして pMXs-puro に挿入し, それぞれの発現ベクター（CA9PG および
CA9ΔIC）を調製した. さらに, 同様に CA9 のアミノ酸残基, 238E と 333T が酵素活性に必
須と報告されていることから[37, 38], これらに変異を導入した. これらアミノ酸残基をそれぞ
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れアラニンに置換するため, 最初に 5'-CGCCGAGCCCGGACGACCTG-3'と 
5'-CACACTGTGGAAGGCCACCGT-3'をプライマーとし, pBlue-CA9-35 を鋳型とした
PCR を行い, プラスミド全周を増幅し, E238A 変異体を作成した. さらに, これを鋳型に, 
5'-TGCAGTCAGAGACCCCTCATA-3'と 5'-CCGCCCTGTGCCCAGGGTGTC-3'をプラ
イマーに用いた PCR を行い, E238A/T333A の二重変異体を作成した. DNA 配列確認後に, 
この変異体を pMXs-puro の NotI 部位に挿入し, E238A/T333A-CA9 変異体発現ベクター
（CA9mt）を調製した. また, shRNA の発現ベクターは pSIREN-RetroQ vector (Clontech, 
Mountain View, CA)を元に作製した. ヒト CA9 (NM_001216) 配列の 890–908 ('5- 
CGGAAGAAAACAGTGCCTA-3', shCA9-1)と 
333-351('5-AGTTAAGCCTAAATCAGAA-3', shCA9-2)を標的とした shRNA 発現ベクター
を作製し, firefly luciferase に対する shRNA 発現ベクター(Clontech)をコントロールベクター
(SIREN)として用いた.  
CA9 発現ベクター（CA9wt , CA9mt , CA9PG, CA9IC）ならびに shRNA 発現ベクター
（shCA9-1, shCA9-2）並びにコントロールベクター(pMXΔEco, SIREN)を導入したレトロウイ
ルスを調製するために, FuGENE HD transfection reagent (Promega)を用いてベクターDNA
を Plat A 細胞株に導入し, 導入 48 時間後に培養上清を回収し, 0.45μm シリンジフィルタ
ーにて沪過してウイルス液を得た. ウイルス液（1ｍL）に細胞（1×106 個/mL）を懸濁し, 
polybrene（終濃度 4μg/mL）を加えた後に, 6-well plate に移し, 遠心(1,500×rpm, 90 min, 
37℃)して細胞へウイルスを感染させた. 感染後 48 時間培養したのち, puromycin (終濃度 2
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μg/mL, Invitrogen, Carlsbad, CA)を培地に加え, 2 週間程度細胞を継代し puromycin 耐性
細胞を選択した. 選択した細胞の CA9 発現はウエスタンブロットおよびフローサイトメトリー
にて確認した.  遺伝子導入した細胞を表１にまとめた.  
 
ウエスタンブロット 
細胞を溶解バッファー (50 mM Hepes pH7.5, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 2mM 
EDTA, 10 mM NaF, 2 mM sodiumorthovanadate, 2 mM phenylmethanesulfonyl fluoride, 7.5 
mg/mL aprotinin, 10 mg/mL leupeptin) にて溶解し, 遠心（13,200 × g, 20 min, 4℃）後, 
上清を回収しサンプルとした. サンプルの蛋白濃度は Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, 
Hercules, CA)にて測定した. 等量のサンプルバッファー（125mM pH6.8 Tris-HCl buffer, 4% 
SDS, 20% glycerol, 0.01% BPB, 0.2M 2-メルカプトエタノール）を加え,100℃で 5 分間加熱し
サンプルとした. 4-20% SDS-ポリアクリルアミドゲル(和光, 大阪, 日本)に各レーンあたり蛋
白量 10μg に相当するサンプルを添加し, 電気泳動を行った後, 分離したゲル中の蛋白を
転写バッファー（25mM Tris, 192mM glycine, 20% CH3OH）中で, PVDF membrane (Millipore, 
Billerica, MA)に転写した（通電条件:100 V, 350mA, 60min, 氷上）. membrane は 5％脱脂
粉乳(スキムミルク, 明治, 東京, 日本)を含む 0.1% Tween 20-PBS(-) (PBST)でブロッキング
処理した．ブロッキングした membrane は, ブロッキング溶液で 1:1000 に希釈したウサギモノ
クローナル抗ヒト CA9 抗体(clone: D10C10, Cell Signaling Technology, Danvers, MA; エピト
ープ部位は細胞外領域の Asp361 付近)および CA9 細胞内領域を認識する CA9 抗体
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（clone:D47G3, Cell Signaling; エピトープ部位は C 末端領域）と 4℃で一晩反応させた. 
membrane は PBST で洗浄後, 1:1000 希釈 HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体 (#7074P2, Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA)と室温で１時間反応させ, PBST で洗浄後, SuperSignal 
West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo scientific, Rockford, IL)と反応させて抗体と
結合した CA9 を検出した. 検出には LAS-4000mini CCD Imager (富士フィルム, 東京, 日
本)を用いた. 各レーンに蛋白が等量泳動, 転写されていることを確認するため, 検出後の
membrane からストリッピング溶液（アプロサイエンス, 徳島, 日本）を用いて結合抗体を除き, 
その後ブロッキングを行い,マウス抗ヒトα-tubulin モノクローナル抗体(Sigma-Aldrich) を用
いて, 上記と同様にα-tubulin を検出した.   
 
免疫組織染色 
ATLL 患者リンパ節組織およびマウス腫瘍組織のパラフィン包埋検体より薄切した組織切
片（3μm）を剥離防止コートスライドグラス（PRO-04, 松浪硝子工業株式会社, 岸和田, 日
本）に張り付け, キシレンで脱パラフィンを行い, エタノール系列により親水化した．次に
96℃の pH 9.0 target retrieval solution (Dako, Carpinteria, CA)中に 45 分間浸して抗原賦
活化を行った後, 内在性ペルオキシダーゼ活性を除くために 0.3% H2O2 を混和したメタノー
ルで室温１０分間処理した. 5% ヤギ血清(和光, 東京, 日本)入り TBST（25mM Tris, 150mM 
NaCl, 0.1% Tween20）にて室温３０分間ブロッキングを行い, Antibody diluent with 
background reducing components(S1699, Dako)にて 1:100 に希釈した抗ヒト CA9 抗体 
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(clone: D10C10, Cell Signaling Technology) および抗 CD4 抗体 (clone: 1F6, ニチレイバイ
オサイエンス) および negative control としてウサギ IgG (Cell Signaling Technology)を 4 ºC
にて一晩反応させた． 検体は TBST で洗浄後, HRP 標識 anti-mouse IgG plus tyramide 
signal amplification kit (Molecular Probes, Eugene, OR) および Alexa 594 抗ウサギ IgG 
(Molecular Probes)による検出反応を行い, DAPI (Invitrogen)染色を行った後, Antifade Gold 
(Molecular Probes)で封入した．  観察は共焦点顕微鏡(LSM 510 META, Carl Zeiss, Jena, 
Germany)にて行った. 
 
統計解析 
各サンプル間の平均値の差を比較するためStudentのt-検定 (両側検定)を用いた.  
図１０Bにおける各群間の比較はMann-Whitney U検定を行った.  
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6. 研究結果 
 
ST1-N6 細胞で高発現する CA9 の同定 
ST1-N6 細胞の造腫瘍性に関わる遺伝子を検索するために, マイクロアレイを用いて, 発
現遺伝子の比較を親 ST1 株と ST1 亜株（ST1-N6, -N7,-N8, -N9）の間で行った． ST1-N6
を含む ST1 亜株はいずれも親 ST1 株に比較して, CA９をはじめとする複数の遺伝子発現が
著明に増強していた (図１A). CA9 は膜関連メタロエンザイムであり二酸化炭素と水から重
炭酸イオンと水素イオンを生成する反応を可逆的に触媒する膜蛋白質であり（図 2）, これま
でにがん細胞の生存・増殖, 接着, 浸潤に関与することが報告されている[39-42]. そこで, 
本研究では CA9 に焦点を当て, ATLL の造腫瘍性との関連について解析することとした.  
まず, CA9 発現の差異を確認するため, ST1 細胞と ST1-N6 細胞に対して CA9 抗体によ
る表面抗原の免疫染色を行い, フローサイトメトリーにて解析した．その結果, ST1-N6 細胞
では95.3%が陽性であったのに対し, ST1細胞では 4.3%が陽性であった(図１B). この結果よ
り, CA9 陽性細胞が選択的に NOG マウスにおいて増殖し, 腫瘍を形成していることが示唆
された．  
 
ST1-CA9high および ST1CA9low 細胞株の樹立 
次に, ST1 細胞の造腫瘍性と CA9 発現との関連性を調べるために, ST１細胞を抗 CA9 抗
体で免疫染色し, CA9 発現が高い細胞と低い細胞をフローサイトメトリーを用いてそれぞれ
分画した. この分画を５回反復して行い, CA9 高発現細胞株（ST1-CA9high）と CA9 低発現細
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胞株（ST1-CA9low）をそれぞれ樹立した(図３A)． 次いで, これら２つの細胞株における CA9
の発現を蛋白レベルとmRNAレベルで評価した． フローサイトメトリーではST1-CA9high細胞
の 97.7%が CA9 陽性であるのに対して, ST1-CA9low 細胞では 3.7%が CA9 陽性であった(図
3A). ウエスタンブロットにて CA9 発現を確認したところ, ST1-CA9high 細胞において明らかな
CA9 蛋白バンドが認められた（図３B）. なお, アミノ酸配列から推定される CA9 の分子質量
は 58ｋDa であるが, これより高分子質量のスメア状のバンドは糖鎖付加を受けた CA9 と考え
られる[37] . 58kDa 未満のバンドについては, 非特異的な蛋白分子の混入も否定はできな
いが, 多くは酵素切断を受けた CA9 分子と推定される. 細胞表面の CA9 は細胞膜外でメタ
ロプロテアーゼによる切断を受け, 細胞外に可溶性分子として産生され, その切断の割合
は低酸素環境の有無によらず細胞で産生される CA9 全体の 10%程度とされることから [43], 
細胞培養上清中の CA9 量を ELISA 法にて測定した. その結果, 培養上清中の CA9 量は 
ST1-CA9low 細胞と親 ST1 細胞よりも ST1-CA9high 細胞および ST1-N6 細胞で明らかに多か
った(図３C). さらに, RT-PCR で測定した mRNA 発現においても ST1-CA9high 細胞が
ST1-CA9low 細胞や親 ST1 細胞よりも著明に増強していることが分かった (図３D). これらの
結果から, ST1-CA9high細胞ならびにST1-N6細胞ではCA9発現が蛋白質レベルでもｍRNA
レベルでも高いことが分かった. 
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ST1-CA9high 細胞は高い造腫瘍性を保持している 
次に, ST1-CA9high, ST1-CA9low および ST1 細胞をそれぞれ NOG マウスに皮下移植し, 
腫瘍形成能を比較した. ST1-CA9high 細胞の移植では移植後４週目で触知可能な腫瘍が認
められたのに対して, ST1-CA9low 細胞移植では６週目で腫瘍形成が認められた(図４A). 移
植後 8 週時点での平均の腫瘍体積は ST1-CA9high 細胞で 2,100 mm3 であったのに対して, 
ST1-CA9low 細胞では 144mm3 であり, ST1 細胞では 1.0mm3 以下であった. NOG マウスにて
形成されたそれぞれの腫瘍を摘出し, トリプシン処理により浮遊細胞を調製して, フローサ
イトメトリーにて CA9 発現を測定した． ST1-CA9high 細胞由来の腫瘍から得られた細胞の
CA9 発現は 92.5%と移植前と同様に高く, また, ST1-CA9low 細胞ならびに親 ST1 細胞由来
の腫瘍から得られた細胞の CA9 発現はそれぞれ 45.3% と 48.2%であり, 移植前よりも明らか
に増加していた(図４B). さらに, ウエスタンブロットにて CA9 発現を比較したところ, 腫瘍由
来細胞は移植前の元株細胞よりもいずれも CA9 発現が高いことが確認できた（図４C）. これ
らの結果は CA9 発現と造腫瘍性とが相関する可能性を示している． 
他方, ST1-CA9high 細胞, ST1-CA9low 細胞, ST1 細胞について in vitro での増殖速度を比
較したが, 明らかな差を認めなかった(図５A). 従って, CA9 発現と in vitro での細胞増殖速
度とは相関しないことが分かった. さらに, CA9 発現が低酸素環境下で細胞増殖に影響す
る可能性が考えられることから, 低酸素環境下で細胞増殖を比較した.  ST1-CA9high 細胞, 
ST1-CA9low 細胞, 親 ST1 細胞間で増殖速度に明らかな差は認められなかった(図５B).  
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CA9 は ST1 細胞の造腫瘍性において重要な役割を担っている. 
次に, ST1-CA9high細胞の造腫瘍性におけるCA9の機能的役割について検討した． まず, 
レトロウイルスベクターを用いて２種類の CA9 遺伝子特異的 shRNA（shCA9-1 と shCA9-2）
を ST1-CA9high 細胞に導入し, フローサイトメトリーおよびウエスタンブロットで CA9 発現を調
べたところ, いずれの shRNA 導入によっても明らかな CA9 発現抑制が認められた(図６A, ６
B). これら shRNA 導入細胞を NOG マウスに皮下移植し, 造腫瘍性を調べたところ, shRNA
導入によって ST1-CA9high 細胞の造腫瘍性が明らかに抑制された (図６C). これらの結果は, 
ST1-CA9high 細胞が持つ高い造腫瘍性が CA9 発現に依存していることを示している.  
ST1 細胞の造腫瘍性亢進に関わる CA9 の役割をさらに明らかにするために, 野生型 
CA9 発現レトロウイルスベクター（CA9wt）および空ベクター (pMXｓΔEco) を ST1 細胞に導
入した. CA9wt を導入した ST1 細胞 (ST1/CA9wt 細胞)は, pMXｓΔEco を導入した ST1 細
胞(ST1/pMXｓΔEco細胞)に比較して, より高いCA9発現を示した(図７A, ７B). ST1/CA9wt
細胞を NOG マウスに皮下移植したところ, 腫瘍細胞は 4 週以内に触知可能となり, 
ST1-CA9high 細胞と同様に速やかな腫瘍の増大がみられた． 一方, ST1/pMXｓΔEco 細胞
は５週以降に腫瘍の触知が可能となったが, ST1/CA9wt 細胞に比べて腫瘍増大は明らか
に緩徐であった(図７C). さらに, ST1 細胞の造腫瘍性の亢進に関わる CA9 の機能部位を明
らかにするために, ３種類の変異型 CA9 遺伝子, １）CA9 の酵素活性部位アミノ酸残基, 
238E と 333T をアラニンに置換した変異型 CA9(ST1/CA9mt), ２）細胞外プロテオグリカン
領域を欠失した変異型 CA9（ST1/CA9ΔPG）および細胞内領域を欠失した変異 CA9
24 
 
（ST1/CA9ΔIC）を調製した.これら変異型 CA9 を ST1 細胞へ導入し, ST1/CA9mt 細胞, 
ST1/CA9ΔPG 細胞, ST1/CA9ΔIC 細胞および ST1/CA9wt 細胞を調製し,フローサイトメト
リーおよびウエスタンブロットにて各細胞における CA9 の発現を確認した（図７D, E）. これら
細胞をそれぞれ NOG マウスに皮下移植し, 造腫瘍性を比較した. ST1/CA9mt 細胞および
ST1/CA9ΔPG 細胞では ST1/CA9wt 細胞に比べて, 造腫瘍性が減弱する傾向が認められ
たが, ST1/CA9ΔIC 細胞では ST1/CA9wt 細胞と同等の高い造腫瘍性がみられた(図７F). 
さらに, ST1 細胞以外の ATLL 由来細胞株 TL-Om1 を用いて, CA9 と造腫瘍性との関連
を調べた. 先ず, CA9wt 導入 TL-Om1（TL-Om1/CA9wt）細胞において CA9 の発現が高い
ことをフローサイトメトリーにて確認した(図 7G). これら細胞を NOG マウスに皮下移植したと
ころ, TL-Om1/CA9wt 細胞は TL-Om1/pMXｓΔEco 細胞ならびに親 TL-Om1 細胞に比べ
てより早期の腫瘍形成を示した(図 7H). 
 
ST1 細胞における CD44 ならびに CD45RA の発現 
従来, ヒト固形腫瘍において CSC マーカーの一つと目される CD44 の発現が ATLL 由来
細胞表面や ATLL 患者血清中にみられることが報告されている[31, 32].そこで, CD44 発現
と ST1 細胞の造腫瘍性との関連性を調べた. ST1 細胞における CD44 発現は 2 峰性になる
ことから, CD44 高発現 ST1 細胞と低発現 ST1 細胞とを分画し, それぞれ NOG マウスに皮
下移植を行ったところ, これら両細胞分画で造腫瘍性には明らかな有意差はみられなかっ
た（図 8A）.  
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最近, ATLL 原発腫瘍の中に CD45RA+T メモリー幹細胞(TSCM)様分画が存在し, この細胞
分画に NOG マウスでの造腫瘍性がみられることが報告されている[33]. そこで, 造腫瘍性
に違いがある ST1-CA9high 細胞と ST1-CA9low 細胞において CD45RA の発現を比較したとこ
ろ, ST1-CA9high 細胞において発現の亢進が認められた(図 8B). 現在, ST1 細胞から
CA9+CD45RA+細胞を分画し, NOG マウスでの造腫瘍性を検討中である.  
 
ATLL 臨床検体における CA9 陽性がん細胞の検出 
ATLL 原発腫瘍におけるCA9陽性がん細胞を検出するために, ATLL がん細胞が発現す
る CD4 と CA9 の二重染色を試みた. 先ず, リンパ腫型 ATLL 患者では, ６症例のリンパ組
織検体の中で, ２検体において明らかな CA9+CD4+がん細胞が存在することを認めた(図 9 
). さらに，急性型 ATLL 患者および健常人の末梢血から単核球(PBMCs)を単離し, これら
細胞における CA9 ならびに CD4 の発現を蛍光免疫染色で調べた.その結果, ATLL 患者の
単核球においては僅かに CA9+CD4+細胞の存在が確認できたが、健常人では全く確認でき
なかった(図１０A). また, ATLL 患者および健常人の血清中の CA９濃度を測定したところ, 
ATLL 患者の CA9 濃度は健常人のそれよりも高い傾向を示し, 特に ATLL-2 患者では血清
CA9 の高値を認めた (図１０B).  
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7. 考察 
 様々なヒトがん細胞を免疫不全 NOG マウスで移植継代することによって, 高い造腫瘍性
を有する細胞分画の選択が可能であることが報告されてきた[24-27]. この異種移植の方法
を用いて山口らは ATLL 由来細胞株 ST1 から ST1-N6 という高い造腫瘍性を示す ST1 亜株
を樹立した（山口ら論文投稿中）． ST1-N6 は ST1 と比較して複数の遺伝子の発現上昇が
認められた（図１）. これらの中には,CA9 をはじめとして以下のような遺伝子が含まれていた.  
HIF-1α 経路の下流で代謝に関連するとされる SLC24A3（GLUT3）[44], 神経芽細胞腫に
対して抑制的に作用する NPTX2[45], 細胞接着との関連が示唆され, 高悪性度の乳がん
で発現の上昇が確認されている PLEKHA7[46], 悪性黒色腫などで発現の上昇が確認され
ている MITF[47], 変異により 先天性爪甲硬厚症様の症状を呈する KRT75[48], その発現
が乳がんや扁平上皮がん等の予後不良と関連があるとされる CFI（complement factor I）[49, 
50], ROS 系に関連し, 酸素消費を増強させる働きを担いがん転移浸潤との関わりが示唆さ
れている PPARGC1A[51], リンパ腫のがん遺伝子としての可能性が示唆されている
GPM6A[52],  その変異が急性骨髄性白血病のリスク因子となる MLLT11[53]などである.   
 ST1-N6 において著明な発現上昇が認められた CA9 は, 正常消化管組織においても弱い
発現がみられる分子であるが,様々なヒト固形腫瘍組織において過剰発現が認められるとと
もに予後とも関連することが報告されており[54, 55] , 現在治療の標的分子としても注目され
ている[56]. これらの特性に鑑み, 本研究では CA9 に着目し, ST1 細胞の造腫瘍性との関
連性を解析した. その結果, CA9 高発現 ST1 細胞が CA9 低発現 ST1 細胞よりも造腫瘍性
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が亢進していること, 野生型 CA9 遺伝子導入によって ST1 細胞の造腫瘍性を亢進させるこ
と, 逆に発現抑制が造腫瘍性を低下させることが明らかとなり, NOG マウスにおける ST1 細
胞の造腫瘍性に CA９が重要な役割を担っていることが示唆された.  
先行研究により固形腫瘍における悪性形質発現には CA9 が有する炭酸脱水酵素活性
および細胞接着活性が関わっている可能性が示唆されている[39-42, 56]. また B 細胞リン
パ腫においては CA9 発現が細胞外酸性環境下の pH 調節に関与することが示されている
[57]. 加えて, マウス T 細胞性急性リンパ性白血病/リンパ芽球性リンパ腫(T-ALL/LBL)に
おいては CA9 と同じ膜結合型炭酸脱水酵素である CA12 に対する抗体が細胞増殖を抑制
し, アポトーシスを誘導することが報告されている[58]. これらの研究から, ST1 細胞における
CA9発現亢進によって細胞内外の pH調節が促進され, NOGマウスでの腫瘍形成に好適な
環境が形成されている可能性が推察される. この点を明らかにするために, 本研究では, 
酵素活性部位点変異 CA9 変異体（CA9mt）ならびにプロテオグリカン領域欠失 CA9 変異体
（CA9ΔPG）, 細胞内領域欠失 CA9 変異体（CA9ΔIC） をそれぞれ ST1 細胞に導入し, 造
腫瘍性誘導能を野生型 CA9（CA9wt）と比較した. その結果, ST１/CA9wt に比べて ST１
/CA9mt の造腫瘍性誘導能は低く, CA9 が有する酵素活性すなわち pH 調節機能が造腫瘍
性に重要であることが示唆された. また, ST１/CA9ΔPG の造腫瘍性誘導能も ST１/CA9wt
よりも若干低い傾向があることから, プロテオグリカン領域を介する細胞接着活性も造腫瘍
性に影響する可能性も考えられる[59]. 一方で, ST１/CA9ΔIC については ST１/CA9wt と
比較し明らかな造腫瘍性の差を認めなかったことから, 細胞内領域は造腫瘍性誘導には必
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須ではないと考えられた. 
 HIF-1αは低酸素下で分解されにくく, 核内で HIF-1β とのヘテロ二量体を形成し,  
CBP/p300 と結合し DNA 上の低酸素応答領域（HRE）に結合し様々な遺伝子を活性化する
と考えられており, その一つが CA9 である[60]. そこで, HIF-1αの発現を ST1-CA9high 細胞
と ST1-CA9low 細胞間で比較したところ, HIF-1α 発現はウエスタンブロットにて検出できなか
った (未掲載データ). HIF-1α以外の低酸素誘導因子の影響は依然として除外できないも
のの, 正常酸素環境下では ST1-CA9high 細胞や ST1-N6 細胞における CA9 高発現は
HIF-1α に依存せず, これら CA9 高発現細胞では CA9 発現抑制機構が減弱している可能
性も考えられる. 従来, CA9 発現は転写因子 CREB 活性によって抑制されることが知られて
いるが[61], 本研究で CREB 活性と CA9 発現の関連性を検索したが, 明らかな関連性はみ
られなかった（未掲載データ）. また,DNA メチル化により CA9 の発現上昇が認められる可能
性も考えられるが[62], 現時点では ST1-CA9high 細胞や ST1-N6 細胞における CA9 発現の
増強機構については依然不明である. さらに, CA9 発現は Tax や HBZ といった HTLV-1
関連遺伝子の発現とも相関しないことをすでに確かめている（未掲載データ）. 
CD44 はヒト固形腫瘍において CSC マーカー分子の一つとして捉えられている[31]. 
ATLL においても CD44 発現と ATLL の悪性形質との関連性が報告されていることから[32], 
ST1 細胞を用いて CD44 発現と NOG マウスでの造腫瘍性との関連を調べたところ, 両者に
関連性はみられなかった. 他方, ATLL 原発腫瘍細胞の中に CD45RA 陽性 T メモリー幹細
胞(TSCM)様の細胞分画が存在し, この細胞分画が NOG マウスにおいて原発腫瘍を同じクロ
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ーン性増殖を示すのに対して, 他の CD45RA 陰性細胞分画ではこのような造腫瘍性が見ら
れないことが報告されている[33]. そこで, CD45RA 発現と造腫瘍性との関連を調べるため
に, 高造腫瘍性 ST1-CAhigh 細胞株と低造腫瘍性 ST1-CAlow 細胞株における CD45RA 発現
を比較した. その結果,  ST1-CA9high 細胞における CD45RA 発現がより高いことが分かった. 
すなわち, 高造腫瘍性を有する ST1 細胞では CA9 と CD45RA が共に高発現している可能
性が考えられる. この点をさらに明らかにするために, ST1 細胞や ATLL 原発腫瘍における
CA9+ CD45RA+細胞分画の造腫瘍性を比較検討する必要がある.   
他方, ST1-N6 細胞では AKT の恒常的な活性化がみられ, ST1-N6 細胞の高造腫瘍性に
AKT 活性化が関与している可能性が考えられた（山口ら, 論文投稿中）. そこで, 
ST1-CAhigh 細胞と ST1-CAlow 細胞の活性化 AKT を調べたところ, 両者に明らかな差異はみ
られなかった（データ未掲載）. 従って, ST1-CAhigh 細胞の高造腫瘍性に恒常的な AKT 活
性化が関わっている可能性はないものと考えられる.  
最後に, ATLL 原発腫瘍の中に CA9 を発現するがん細胞が存在することを確かめるため
に, ATLL 患者由来の末梢単核球とリンパ組織標本について CA9+CD4+細胞を検索した．そ
の結果, 少なくとも ATLL リンパ節組織おいて CA9+CD4+細胞の存在が確認できた．これら
の結果は, 数的に少ないものの, 明らかに ATLL 原発腫瘍の一部, 特にリンパ腫型におい
て CA9 発現がん細胞が存在することを示唆している. さらに特記すべき点として, 健常人ド
ナーの血清 CA9 濃度に比べて ATLL 患者血清中の CA9 濃度が高い傾向にあることが分か
った. ATLL 患者の１検体（ATLL-2）において突出した CA9 濃度が検出されたが, フローサ
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イトメトリー上の ATLL がん細胞における CA9 発現とは一致していないことから、CA9 がリン
パ腫病変由来である可能性も考えられる. ATLL が血清中 CA9 に及ぼす影響を明確にする
ためには, 症例数を増やし ATLL 病態と CA9 陽性がん細胞や血清中 CA9 濃度との関連性
についてさらに検討する必要がある. 
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8. 結論 
免疫不全 NOG マウスにおける腫瘍形成を指標として, ATLL 由来細胞株 ST1 の造腫瘍
性に炭酸脱水酵素 CA9 が深く関わることを明らかにした. この CA9 の機能には酵素活性に
加えて CA9 のプロテオグリカン領域を介する細胞接着活性が重要な役割を果たしている可
能性が示唆された. また, ATLL 臨床検体, 特にリンパ腫検体において CA9 発現がん細胞
の存在が認められた. これら ATLL 患者にみられる CA9 発現がん細胞が ATLL の悪性形
質と関連する可能性が示唆される. 
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10. 表 
 
表 1 
遺伝子発現レトロウイルスベクター 
実験目的 遺伝子発現ベクター 導入細胞 
ST1-CA9high細胞における
CA9 knockdown 
shCA9-1: CA9 に対する shRNA ST1-CA9high/shCA9-1 
 
shCA9-2: CA9 に対する shRNA ST1-CA9high/shCA9-2 
 
empty vector ST1-CA9high/SIREN 
 
ST1 細胞における 
CA9 発現 
CA9wt: 野生型 CA9  ST1/CA9wt 
empty vector ST1/pMXsΔEco 
 
ST1 細胞における 
CA9 変異遺伝子発現 
CA9ΔPG: プロテオグリカン領域
欠失変異 CA9 
ST1/CA9ΔPG 
 
CA9ΔIC: 細胞内領域欠失変異
CA9 
ST1/CA9ΔIC 
 
CA9mt：酵素活性部位点変異 CA9 ST1/CA9mt 
empty vector ST1/pMXsΔEco 
 
TL-Om1 細胞における CA9
発現 
CA9wt: 野生型 CA9 TL-Om1/CA9wt 
empty vector TL-Om1/pMXsΔEco 
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表２.  ATLL リンパ腫型検体の患者プロファイル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
症例 年齢 性別 原発巣 組織 治療方法と奏効度 転帰 観察期間 
ATLL-A 77 F 頸部リンパ節 リンパ節 THP-COP3 コース→PD 死亡 4 ヶ月 
ATLL -B 49 M 腹腔リンパ節 リンパ節 同種造血幹細胞移植 生存 6 年以上 
ATLL -C 77 M 頸部リンパ節 リンパ節 不明 死亡 不明 
ATLL -D 41 M 頸部リンパ節 リンパ節 
CHOP6 コースにて CR→
再発 
死亡 10 ヶ月 
ATLL -E 57 F 肝臓 リンパ節 
CHOP6 コースにて CR 
→再発→救援療法→PD 
死亡 16 ヶ月 
ATLL -F 78 M 頸部リンパ節 リンパ節 不明 不明 不明 
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11. 図の説明 
図１ ST1-N6 における CA9 の発現亢進  
(A)ST1 株細胞(それぞれ独立に採取した４つのサンプル)ならびに ST1 亜株(ST1-N6, -N7, 
-N8, -N9)細胞の遺伝子発現をマイクロアレイにて解析した． ST1 細胞と比較して, 全ての
亜株細胞で高い発現を示した上位 20 遺伝子を発現の差が大きい順にヒートマップで示した． 
(B) ST1 ならびに ST1-N6～N9 の細胞表面の CA9 発現をフローサイトメトリーにて測定し,  
CA9 陽性細胞の比率（％）で示した．3回以上同じ実験を行い, 同様の結果を確認したの
ち, 代表的な図を示した. 
  
図２ CA9 の分子構造 
CA9 分子構造を示す. CA9 は主として細胞膜上に存在し, 二量体を形成する. N 末端より
順にプロテオグリカン領域, 酵素活性領域, 膜貫通領域,および細胞内領域を有する.  
 
図３ ST1 細胞ならびに ST1 亜株細胞における CA9 の発現  
(A)親 ST１株細胞ならびに亜株(ST1-CA9high および ST1-CA9low)細胞における CA9 発現を
フローサイトメトリーにて測定し, CA9 陽性細胞の比率（％）を示した．3 回以上同じ実験を
行い, 同様の結果を確認した. (B) ST１株細胞ならびに亜株(ST1-CA9high, ST1-CA9low, 
ST1-N6)細胞における CA9 発現をウエスタンブロットにて検出した.（C）定量 RT-PCR による
CA9mRNA の発現．ST１株細胞ならびに亜株(ST1-CA9high, ST1-CA9low, ST1-N6)細胞に発
現する CA9mRNA を RT-PCR にて測定した.  (D) ELISA 法による細胞培養上清中の CA9
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の定量. ST１株細胞ならびに亜株(ST1-CA9high, ST1-CA9low, ST1-N6)細胞の培養上清中の
CA9 量を ELISA 法にて測定した.  
 
図４ ST1 株および亜株細胞の造腫瘍性  
(A) ST1-CA9high, ST1-CA9low および ST1 の各細胞(1×106 個)を NOG マウスの皮下６箇所
にそれぞれ注射し, 経時的に腫瘍径を計測し, それらの平均値をプロットした．エラーバー
に信頼区間（信頼水準 95%）を示した. (B) 移植後８週目の腫瘍組織を摘出し, トリプシンで
処理し, 得られた細胞をフラスコにて２４時間培養後, CA9 発現をフローサイトメトリーにて解
析し (実線), 移植前細胞（点線）と比較した. ２回同じ実験を行い, 同様の結果を確認し
た.（C）移植前後の各細胞（ST1, ST1-CA9high, ST1-CA9low）についてウエスタンブロットにて
CA9 蛋白を検出し比較した. 移植後の細胞は移植後８週間の腫瘍を摘出し用いた. 
ST1-N6 を陽性コントロールとして用いた. 
 
図５ ST1 株および亜株細胞の in vitro 増殖能 
(A) ST1 株およびその亜株（ST1-CA9high, ST1-CA9low）細胞の in vitro での増殖能を比較し
た．  ST1-CA9high 細胞と ST1-CA9low 細胞を培養し, 経時的にトリパンブルー染色にて生細
胞数をカウントした． (B)嫌気性チャンバー内での ST1-CA9high 細胞と ST1-CA9low 細胞の増
殖能を比較した. O2 濃度 1%の嫌気性チャンバー内で ST1 細胞, ST1-CA9
high 細胞, 
ST1-CA9low 細胞を培養し, 経時的に生細胞数をカウントした.  
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図６  CA9 の発現抑制による ST1-CA9high 細胞の造腫瘍性の低下  
(A) ST1-CA9high 細胞に CA9 に対する 2 種類の shRNA (shCA9-1 and shCA9-2) 発現ベク
ターならびに空ベクター(SIREN)を挿入し, ｐuromycin にて shRNA 発現細胞を選択し, フロ
ーサイトメトリーにより CA9 発現を解析した．２回同じ実験を行い, 同様の結果を確認した. 
(B)ウエスタンブロットにより各細胞の CA9 発現を解析した. (C) shRNA 導入 ST1-CA9high 細
胞(1×104 個)を等量のマトリゲルと混和後, NOG マウスの皮下左右 2 箇所ずつにそれぞれ
６か所移植し, 経時的に腫瘍径を計測し, それらの平均値をプロットした．エラーバーにて
信頼区間（信頼水準 95%）を示した. 
 
図７ 野生型ならびに変異型 CA9 遺伝子導入による造腫瘍性の変化 
(A) ST1 細胞に野生型 CA9 発現ベクター (CA9wt)および空ベクター(pMXsΔEco)を導入し, 
CA9 発現をフローサイトメトリーにて調べた． (B)ウエスタンブロットにより各遺伝子導入細胞
の CA9 発現を調べた. (C) CA9wt 遺伝子を導入した ST1 細胞(ST1/CA9wt) および 
ST1-CA9high細胞をそれぞれ 1×104個ずつマトリゲルと混和後,  NOG マウスに皮下移植し, 
造腫瘍性を比較した．*印は ST1/pMXΔEco と ST1/CA9wt 間において t 検定での有意差
があることを示す. (D) ST1 細胞に変異型 CA9 発現ベクター (CA9ΔPG, CA9ΔIC, CA9mt), 
CA9wt, および pMXsΔEco を導入し, フローサイトメトリーにて CA9 発現を調べた． (E) 各
細胞の CA9 量をウエスタンブロットにて調べた. (F)遺伝子導入を行った ST1/CA9mt, 
ST1/CA9ΔPG, ST1/CA9ΔIC, ST1/CA9wt 細胞, および ST1/ pMXsΔEco 細胞をそれぞ
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れ 1×104 個ずつマトリゲルと混和後, NOG マウスに 6 箇所皮下移植し, 造腫瘍性を比較し
た．算出した腫瘍体積の平均値をプロットしエラーバーにて信頼区間（信頼水準 95%）を示し
た.  (G) TL-Om1 細胞に CA9wt および pMXsΔEco を導入して得られた TL-Om1/CA9ｗ
ｔ細胞, TL-Om1/ pMXsΔEco 細胞および親 TL-Om1 細胞について,  CA9 発現をフロー
サイトメトリーにて測定し,  CA9 陽性細胞の比率（％）を示した．２回同じ実験を行い, 同
様の結果を確認したうちの一つを示した. （H）TL-Om1/CA9ｗｔ, TL-Om1/ pMXsΔEco
細胞および TL-Om1 の各細胞をそれぞれ 1×102 個ずつマトリゲルと混和後, NOG マウスに
６箇所皮下移植し, 造腫瘍性を比較した．算出した腫瘍体積の平均値をプロットしエラーバ
ーにて信頼区間（信頼水準 95%）を示した. 
 
図８ ST1-CA9high, ST1-CA9low および ST1 細胞における CD44 ならびに CD45RA の発現 
（A）ST1 細胞を ヒト CD44 抗体で免疫染色し, フローサイトメトリーにて陽性細胞の比率を測
定した.さらに, CD44high 細胞と CD44low 細胞をそれぞれ分画した. 分画した ST1-CD44high 細
胞と ST1-CD44low 細胞ならびに ST1 細胞をそれぞれ 1×104 個ずつマトリゲルと混和後, 
NOG マウスに皮下移植し, 造腫瘍性を比較した．算出した腫瘍体積の平均値をプロットし
エラーバーにて信頼区間（信頼水準 95%）を示した. ２回同じ実験を試行し同様の結果を確
認した後, 代表的なものを示した. 
（B）ST1-CA9high, ST1-CA9low および ST1 細胞をヒト CD45RA 抗体で免疫染色し, フローサ
イトメトリーにて陽性細胞の比率を測定した. ２回実験を行い, 代表的なものを示した. 
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図９ リンパ腫型 ATLL 症例検体における CA9 陽性細胞の検出 
リンパ腫型 ATLL の６症例(表２)から得られたリンパ節組織検体を用いて, ATLL がん細胞に
発現する CD4 と共に CA9 の免疫染色を行い, 共焦点顕微鏡を用いて解析した．これらの
症例の中で二重染色像が得られた２症例(ATLL-A and ATLL-B)を示した.  
 
図１０ 急性型 ATLL 症例検体における CA9 陽性細胞の検出と血清中 CA9 の測定 
(A) 急性型 ATLL の３症例(ATLL-1, ATLL-2, ATLL-7)および健常人ドナー２名(HD-1 and 
HD-2)より末梢血単核球（PBMCs）を採取し, フローサイトメトリーにて CA9, CD4, CD25 の
発現を調べた. ヒストグラム上 Isotype control 全集団よりも蛍光強度が高いものを陽性とした. 
全体の細胞における CD4+CA9+細胞を％で示した. (B)急性型 ATLL の６症例(ATLL１〜６)
および健常人ドナー３名（HD１〜３）の末梢血液から得られた血清中のCA9をELISA法にて
測定した.  
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